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Helicobacter	   pylori	   -­‐infektio	   on	   yksi	   tavallisimpia	   infektiotauteja	   maailmassa.	  Bakteeri	   aiheuttaa	   aina	   tulehduksen	   mahalaukun	   limakalvolla,	   joka	   voi	   johtaa	  peptiseen	   haavatautiin	   ja	   jopa	   mahasyöpään.	   Helikobakteerin	   diagnostiikassa	  käytetään	  usein	  hyväksi	  bakteerin	  ureaasiaktiivisuutta.	  	  	  Bioteknologiayritys	   Biohitin	   ureaasipikatesteillä	   voidaan	   määrittää	   mahalaukun	  helikobakteeri-­‐infektio	  biopsianäytteen	  avulla.	  Tämän	  tutkimuksen	  tavoitteena	  oli	  selvittää,	   voisiko	   Biohitin	   kehittämiä	   pikatestejä	   käyttää	   helikobakteerin	  toteamiseen	   myös	   sylkinäytteistä.	   Ureaasipikatestien	   lisäksi	   bakteerin	   läsnäolo	  syljessä	  tarkistettiin	  PCR-­‐menetelmän	  avulla.	  	  Ureaasipikatestien	   perusteella	   40	   sylkinäytteestä	   saatiin	   31	   positiivista	   ja	   9	  negatiivista	   tulosta.	   PCR-­‐menetelmän	   avulla	   helikobakteeri	   pystyttiin	   toteamaan	  yhdestä	   sylkinäytteestä.	   Tutkimus	   osoitti,	   ettei	   ureaasipikatestiä	   voi	   käyttää	  helikobakteerin	  luotettavaan	  toteamiseen	  sylkinäytteestä.	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1	  Johdanto	  	  Bioteknologiayritys	  Biohit	  on	  suunnitellut	  pikatestin,	  jonka	  avulla	  voi	  määritellä	  H.	  
pylori-­‐infektion	   mahan	   biopsianäytteestä	   bakteerin	   tuottaman	  ureaasientsyymiaktiivisuuden	   avulla	   (1).	   Tämän	   tutkimuksen	   tavoitteena	   oli	  tutkia,	   voiko	   kyseistä	   testiä	   käyttää	   helikobakteerin	   luotettavaan	   toteamiseen	  sylkinäytteestä.	   Pikatestin	   lisäksi	   helikobakteerin	   läsnäolo	   sylkinäytteissä	  tutkittiin	  PCR-­‐menetelmän	  avulla. 	  Helikobakteeri-­‐infektio	  on	  yksi	  yleisimpiä	   infektiotauteja	  maailmassa.	   Infektio	  on	  yleensä	   oireeton,	   mutta	   bakteeri	   aiheuttaa	   aina	   mahalaukun	   limakalvolla	  tulehdusreaktion.	   (2)	   On	   arvioitu,	   että	   joka	   toiselle	   bakteerin	   kantajista	   kehittyy	  mahatulehdus	  ja	  joka	  kymmenelle	  ulkustauti	  (3).	  Bakteeri	  lisää	  myös	  mahasyövän	  riskiä,	  arviolta	  noin	  2-­‐6	  –kertaisesti	  (4).	  	  	  Helikobakteerin	   on	   todettu	   esiintyvän	   myös	   suuontelossa,	   sekä	   plakissa	   että	  syljessä.	   Sen	   läsnäolo	   on	   todistettu	   mm.	   PCR-­‐menetelmän	   avulla.	   (5,6)	   PCR-­‐menetelmää	   on	   yleisesti	   käytetty	   myös	   muissa	   tutkimuksissa	   helikobakteerin	  toteamiseen	  sylkinäytteistä,	  mutta	  joidenkin	  tutkimusten	  mukaan	  tuloksiin	  pitäisi	  suhtautua	  varauksella,	  sillä	  menetelmä	  voi	  antaa	  myös	  virheellisiä,	  niin	  positiivisia	  kuin	  negatiivisia,	  tuloksia	  (7-­‐9).	  	  	  Myös	  bakteerin	  tarttumista	  suun	  kautta	  sekä	  helikobakteerin	  suussa	  esiintymisen	  ja	   sen	   aiheuttaman	   mahatulehduksen	   välistä	   suhdetta	   on	   tutkittu.	  Tutkimustulokset	   ovat	   kuitenkin	   ristiriitaisia.	   Joidenkin	   tutkimusten	   mukaan	  helikobakteerin	  läsnäolo	  suussa	  liittyy	  	  mahatulehdukseen.	  (5,10)	  Toisten	  mukaan	  yllämainittujen	  välistä	  suhdetta	  ei	  ole	  havaittavissa	  (11,12).	  	  	  
2	  	  
	  
2	  Helicobacter	  pylori	  –	  Helikobakteeri	  
	  
2.1	  Historia	  	  Vuonna	   1875	   G.	   Bottcher	   yhteistyössä	   M.	   Letullen	   kanssa	   löysi	   eräänlaisia	  bakteereja	   mahahaavoista	   ja	   niiden	   reunoista.	   Myöhemmin,	   vuonna	   1889	   W.	  Jarowski	  löysi	  spiraalimaisia	  organismeja	  mahan	  huuhdontanäytteistä,	  antoi	  niille	  nimeksi	   Vibrio	   rugula	   ja	   ehdotti	   niiden	   olevan	   patogeenisiä.	   Vuonna	   1896	   H.	  Salomon	   onnistui	   siirtämään	   niillä	   infektion	   hiirille,	   ja	   kymmenen	   vuotta	  myöhemmin	   W.	   Krienitz	   huomasi	   yhteyden	   näiden	   bakteerien	   ja	   mahasyövän	  välillä.	   J.M.	   Luck	   havaitsi	   mahalaukun	   limakalvolla	   ureaasi-­‐entsyymiä	   vuonna	  1924.	   Vuonna	   1940	   F.D	   Gorham	   oletti	   kyseisten	   asidofiilisten	   bakteerien	   olevan	  etiologisesti	   merkittäviä	   peptisessä	   haavataudissa.	   E.D.	   Palmer	   ei	   kuitenkaan	  myöhemmin	   löytänyt	   näitä	   bakteereja	   yli	   tuhannen	   potilaan	   imubiopsioista	   ja	  bakteerit	  unohdettiin	  30	  vuotta	  eteenpäin.	  (13)	  Vasta	  vuonna	  1979	  Robin	  Warren	  kiinnitti	   uudestaan	   huomiota	   näihin	   spiraalimaisiin	   bakteereihin,	   ja	   onnistui	  yhdessä	   Barry	   Marshallin	   kanssa	   viljelemään	   helikobakteereja	   ensimmäisen	  kerran	   vuonna	   1982	   (13,14).	   He	   pystyivät	   myös	   osoittamaan	   helikobakteerin	  merkityksen	   gastriitissa	   ja	   peptisessä	   haavataudissa	   ja	   heille	   myönnettiin	  löydöksistään	  lääketieteen	  Nobel-­‐palkinto	  vuonna	  2005	  (14).	  
	  	  
2.2	  Rakenne	  ja	  tuotteet	  	  	  Laji:	   H.	   pylori,	   Suku:	   Helicobacter,	   Heimo:	   Helicobacteraceae,	   Lahko:	  
Campylobacterales,	   Luokka:	   Epsilonproteobacteria,	   Pääjakso:	   Proteobacteria,	  Kunta:	  Bacteria.	  (13)	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Helicobacter	   pylori	   (aiemmalta	   nimeltään	   Campylobacter	   pyloridis)	   on	  gramnegatiivisesti	  värjäytyvä,	  mikroaerofiilinen,	  loivasti	  spiraalimainen	  pieni	  (2.5-­‐4	   mikrometriä	   pitkä	   ja	   läpimitaltaan	   0.5-­‐1.0	   mikrometriä)	   sauvabakteeri,	   jonka	  toisessa	   päässä	   on	   useita	   flagelloja	   (2,14).	   Helikobakteeri	   elää	   mahalaukun	  limakalvon	   limakerroksessa	   kiinnittyneenä	   epiteelisoluihin.	   Se	   selviää	  mahalaukun	  happamassa	  ympäristössä	  voimakkaan	  ureaasiaktiivisuutensa	  avulla.	  Ureaasi	   pilkkoo	   ureaa	   hiilidioksidiksi	   ja	   ammoniakiksi,	   neutraloiden	   paikallisesti	  mahalaukun	   suolahapon	   vaikutuksen.	   (2)	   Helikobakteeria	   on	   eristetty	   myös	  hammasplakista,	  syljestä	  ja	  ulosteesta	  (14).	  	  Helikobakteeri	   erittää	   ureaasin	   lisäksi	   lukuisia	   muita	   entsyymejä,	   kuten	  fosfolipaaseja,	  glykosidaaseja,	   lipaaseja,	  proteaaseja	   ja	  sytotoksiineja.	  Entsyymien	  avulla	   bakteeri	   pystyy	   porautumaan	   limarauhasten	   eritteen	   läpi,	   käyttäen	  hyväkseen	  flagellojaan	  ja	  spiraalimaista	  muotoaan.	  (2)	  	  Helikobakteerikantoja	   on	   useita.	   	   Kannat	   poikkeavat	   toisistaan	   tiettyjen	  ominaisuuksien	   suhteen,	   joista	   tutkituimpia	   ovat	   sytotoksiinin	   tuotanto	   ja	  sytotoksiini	   A:han	   liittyvä	   geeni	   (cagA).	   Tulokset	   viittaavat	   siihen,	   että	  ominaisuuksiltaan	   tietynlaiset	   helikobakteerikannat	   voisivat	   olla	   virulentimpia	  kuin	  toiset.	  Useamman	  H.	  pylori	  –kannan	  genomi	  on	  julkaistu.	  (14)	  
	  
H.	  pylorin	  lisäksi	  tunnetaan	  lukuisia	  muita	  helikobakteerilajeja,	  joista	  suurin	  osa	  on	  eristetty	   eri	   eläinlajeista.	   Ihmisen	  mahalaukusta	   harvoin	   löytyvän	  H.	   heilmanniin	  lisäksi	  ihmiselle	  merkittäviä	  lajeja	  ovat	  esimerkiksi	  ripulia	  aiheuttavat	  H.	  fenelliae	  ja	  H.	  cinaedi	  (14).	  	  	  
2.3	  Epidemiologia	  ja	  tartunta	  	  
Helicobacter	  pylorin	  ainoa	   tunnettu	   isäntä	  on	   ihminen.	  Helikobakteeri-­‐infektio	  on	  yksi	   tavallisimmista	   infektiotaudeista,	   ja	   se	  on	   levinnyt	  kaikkialle	  maailmaan.	   (2)	  Joidenkin	  arvioiden	  mukaan	  noin	  puolella	  maapallon	  väestöstä	  on	  helikobakteeri-­‐
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infektio	   (14).	   	   Infektio	  on	  yhteydessä	  hygieenisiin	  oloihin	   ja	   se	  on	  huomattavasti	  yleisempi	   kehitysmaissa	   kuin	   teollisuusmaissa.	   Kehitysmaissa	   yli	   80	   %	   20-­‐vuotiaista	  on	   infektoitunut,	   	  kun	   taas	  kehittyneemmissä	  maissa,	  kuten	  Suomessa,	  infektoituneiden	  osuus	  on	  vain	  noin	  10	  %	  samassa	  ikäryhmässä.	  Keskimäärin	  30-­‐40	   %:lla	   suomalaisista	   on	   helikobakteeri-­‐infektio.	   (2)	   Suomessa	   hygienian	  merkitys	  helikobakteeri-­‐infektioissa	  korostuu	  siinä,	  että	  nuoremmissa	  ikäluokissa	  infektioita	  esiintyy	  huomattavasti	  vähemmän	  kuin	  vanhemmissa	  ikäluokissa,	  jotka	  viettivät	  lapsuutensa	  vähemmän	  hygieenisissä	  oloissa	  (4).	  	  Infektoituminen	  tapahtuu	  lapsuusiässä,	  ja	  helikobakteeri	  tarttuu	  lapsiin	  ilmeisesti	  vanhemmilta	   tai	   isovanhemmilta.	   Vanhempien	   helikobakteeri-­‐infektioiden	  vähentyessä,	   myös	   lasten	   tartunnat	   vähenevät.	   (4)	   Tartuntatapoja	   ei	   tarkasti	  tiedetä,	  mutta	  arvellaan,	  että	  tartunta	  tapahtuu	  gastro-­‐oraalisesti	  (2,14).	  	  Helikobakteerin	   suussa	   esiintymisen	   ja	   bakteerin	   aiheuttaman	  mahatulehduksen	  välistä	   suhdetta	   on	   tutkittu.	   Joidenkin	   tutkimusten	   mukaan	   suu	   saattaa	   toimia	  bakteerin	   reservoaarina	   ja	   siten	   reittinä	   gastriseen	  helikobakteeri-­‐infektioon	   (8).	  Toisten	  tutkimusten	  mukaan	  helikobakteerin	  läsnäolo	  suussa	  ei	  ainakaan	  selvästi	  liity	  sen	  esiintymiseen	  mahalaukussa	  (11,12,16).	  Tulokset	  ovat	  kuitenkin	  useassa	  tapauksessa	   saatu	   PCR-­‐menetelmän	   avulla	   ja	   niihin	   pitäisi	   eräiden	   tutkimusten	  mukaan	  suhtautua	  varauksella,	  sillä	  menetelmä	  antaa	  myös	  virheellisiä	  positiivisia	  ja	   negatiivisia	   tuloksia	   (9).	   Potilaan	   haponeritystä	   vähentävät	   protonipumpun	  estäjät	   lisäävät	   merkittävästi	   väärien	   negatiivisten	   tulosten	   määrää	   (14).	  Virheelliset	  positiiviset	  tulokset	  taas	  saattavat	  johtua	  siitä,	  että	  suussa	  voi	  esiintyä	  myös	  muita	  mikro-­‐organismeja	   jotka	  ovat	   fylogenettisesti	  H.	  pyloria	  muistuttavia	  (8).	  PCR-­‐menetelmä	  ei	  myöskään	  pysty	  erottamaan	  eläviä	  ja	  kuolleita	  organismeja	  toisistaan	  (16,17).	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2.4	  Infektion	  tautikirjo	  	  Helikobakteeri	  aiheuttaa	  aina	  mahalaukun	   limakalvolla	   tulehdusreaktion.	   	  Suurin	  osa	   infektoituneista	   on	   oireettomia,	   	   mutta	   helikobakteeripositiivisilla	   saattaa	  esiintyä	   ylävatsaoireita,	   eli	   dyspepsiaa.	   Tulehdusreaktio	   voi	   johtaa	  mahatulehduksen	   kehittymiseen	   ja	   akuutti	   gastriitti	   käynnistää	   voimakkaan	  immuunivasteen.	  Tästä	  huolimatta	  tulehdusreaktio	   jatkuu	   ja	  kehittyy	  krooniseksi	  gastriitiksi,	   tulehdusreaktioksi	   joka	   kostuu	   lymfosyyteistä	   ja	   plasmasoluista	   sekä	  tyypillisesti	   myös	   neutrofiileistä.	   Krooninen	   gastriitti	   etenee	   n.	   30-­‐50	   %:lla	  atrofiseksi	  gastriitiksi,	  jolloin	  bakteeri	  menettää	  kasvumahdollisuutensa.	  Atrofinen	  gastriitti	  puolestaan	  altistaa	  mahasyövälle.	  (14)	  	  Suurella	  osalla	  helikobakteerin	  kantajista	  esiintyy	  gastriittia,	  mutta	  infektioon	  voi	  myös	   liittyä	   jälkiseuraamuksia	   kuten	   pohjukaissuolihaavaa,	   mahahaavaa,	  mahasyöpää	   tai	   mahalaukun	   limakalvoon	   liittyvää	   ns.	   MALT-­‐lymfoomaa.	  Helikobakteerin	   kantajista	   10–20%	   saa	   elämänsä	   aikana	   jossakin	   vaiheessa	  infektioon	   liittyvän	   peptisen	   haavataudin	   ja	   bakteeria	   esiintyy	   noin	   70	   %:lla	  mahahaavapotilaista.	   Helikobakteeri-­‐infektio	   on	   tärkein	   tunnettu	   mahasyövän	  riskitekijä.	  Arviolta	  n.	  70	  %	  mahasyöpätapauksista	   liittyy	  helikobakteeriin,	  mutta	  yksilötasolla	   helikobakteeripositiivisen	   henkilön	   riski	   saada	   mahasyöpä	  elinaikanaan	   on	   vain	   n.	   1	   %.	   (14)	   Helikobakteeri	   esiintyy	   noin	   85	   %:lla	  gastriittipotilaista	  ja	  runsaalla	  90%:lla	  pohjukaissuolihaavaa	  sairastavista	  (2).	  	  Maha-­‐	   ja	   pohjukaissuolihaava	   ovat	   herkästi	   uusiutuvia.	   Arviolta	   n.	   80%	  pohjukaissuolihaavapotilaista	   ja	  mahahaavapotilaista	   n.	   60	  %	   saa	   uuden	   haavan	  vuoden	   sisällä,	   jos	   helikobakteeria	   ei	   häädetä.	   Bakteerin	   häätö	   sen	   sijaan	   estää	  taudin	   uusiutumisen	   kokonaan,	   mikäli	   potilas	   ei	   käytä	   tulehduskipulääkkeitä.	  (2,14)	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2.5	  Helikobakteerin	  toteaminen	  	  Helikobakteerin	   diagnostiikassa	   käytetään	  hyväksi	   bakteerin	   ureaasiaktiviteettia.	  	  Helikobakteerin	   läsnäolo	   voidaan	   todistaa	   invasiivisin	   metodein,	   gastroskopian	  yhteydessä	  otetuista	  tähystysnäytteistä,	  	  tai	  epäsuorasti	  ilman	  tähystystä.	  (14)	  	  
Invasiiviset	  metodit	  
	  Helikobakteeri	   voidaan	   luotettavasti	   todeta	  mahalaukun	   tähystysnäytteistä,	   joko	  ureaasireaktioon	  perustuvalla	  pikatestillä,	  viljelyllä	  tai	  histologisesti	  (14).	  	  	  Ureaasipikatesti	  on	  halpa	  menetelmä,	  jonka	  avulla	  helikobakteeri-­‐infektio	  voidaan	  todeta	   nopeasti	   ja	   yksinkertaisesti	   gastroskopian	   yhteydessä.	   Koepala	   asetetaan	  ureaasia	   ja	   indikaattoria	   sisältävään	   aineeseen,	   jolloin	   ureasta	   syntyy	  ammoniakkia	   helikobakteerin	   ureaasiaktiviteetin	   seurauksena.	   Tästä	   aiheutuva	  indikaattorin	  värinmuutos	  ja	  positiivinen	  tulos	  on	  luettavissa	   	   jo	  tunnin	  kuluessa.	  (14)	  	  Histologisesti	   helikobakteeri	   todetaan	   mahalaukun	   antrumista	   ja	   korpuksesta	  otetuista	   biopsianäytteistä,	   useimmiten	   käyttämällä	   Giemsa-­‐värjäystä.	   Testin	  osuvuus	  riippuu	  patologin	  kokemuksesta.	  (14)	  Väärän	  negatiivisen	  tuloksen	  syynä	  voi	  olla	  edeltävä	  antibioottilääkitys	  tai	  haponeritystä	  vähentävä	  hoito	  (18).	  	  Helikobakteerin	   viljelyä	   varten	   otetut	   koepalat	   kuljetetaan	   mikrobiologian	  laboratorioon	   erikoiskuljetusputkissa.	   Viljely	   on	   diagnostisista	   menetelmistä	  spesifisin,	  ja	  sen	  etuna	  on	  mahdollisuus	  määrittää	  eristetyn	  helikobakteerikannan	  herkkyys	   antibiooteille.	   Menetelmä	   on	   kuitenkin	   sensitiivisyydeltään	   muita	  huonompi,	  riippuen	  potilasaineistosta	  ja	  kuljetusmatkoista.	  (14)	  	  Helikobakteeri-­‐infektion	   alueittaisuus	   on	   virhelähde	   kaikissa	  biopsianäytteenottoon	   perustuvissa	   toteamismenetelmissä.	   Tulosten	  
7	  	  
	  
luotettavuutta	  voidaan	  lisätä	  ottamalla	  koepala	  sekä	  antrumista	  että	  korpuksesta,	  tai	  ottamalla	  kaksi	  koepalaa.	  (18)	  	  
Ei-­‐invasiiviset	  metodit	  
	  Ei-­‐invasiivisia	   helikobakteeri-­‐infektion	   toteamismenetelmiä	   ovat	  ureahengitystestit,	  seerumin	  vasta-­‐aineiden	  osoitus	  ja	  ulosteantigeenitesti	  (14).	  	  Myös	   ureahengitystesti	   perustuu	   helikobakteerin	   ureaasiaktiviteettiin.	   Potilaalle	  annetaan	   hiili-­‐13	   merkittyä	   ureaa	   (13C)	   suun	   kautta.	   Isotooppi	   ei	   ole	  radioaktiivinen.	  Jos	  potilaalla	  on	  helikobakteeri-­‐infektio,	  bakteerin	  ureaasi	  pilkkoo	  urean	  ammoniakiksi	  ja	  hiilidioksidiksi,	  jolloin	  uloshengitysilmassa	  on	  todettavissa	  13C-­‐hiilidioksidia.	  Ureahengitystestissä	  infektion	  alueittaisuus	  ei	  ole	  samalla	  tavalla	  virhelähde	   kuin	   biopsiaan	   perustuvissa	   menetelmissä,	   koska	   urea	   jakautuu	  mahalaukussa	  koko	  limakalvolle.	  Väärä	  negatiivinen	  tulos	  voi	  johtua	  aterioinnista,	  mahan	   nopeasta	   tyhjenemisestä	   tai	   edeltävästä	   antibiootti-­‐	   tai	  haponestolääkityksestä.	   13C-­‐ureahengitystesti	   on	   helikobakteerin	  toteamismenetelmistä	   sensitiivisin	   ja	   potilaalle	   yksinkertaisin,	   ja	   sen	   tarkkuus	   ja	  herkkyys	  on	  yli	  95%.	  Hengitystestiä	  käytetään	  myös	  helikobakteerin	  häätöhoidon	  onnistumisen	  arviointiin,	  aikaisintaan	  neljä	  viikkoa	  hoidon	  loppumisesta.	  (14)	  	  Seerumin	  vasta-­‐aineiden	  osoitus	  on	  myös	  yleisesti	  käytössä	  oleva	  menetelmä	  (14).	  Helikobakteeria	   vastaan	   syntyvät	   vasta-­‐aineet	   kiertävät	   veressä,	   ja	   ne	   voidaan	  helposti	   mitata	   verinäytteestä	   (15).	   Potilaalta	   tulisi	   ottaa	   seeruminäyte	   myös	  ennen	   lääkehoitoa,	   sillä	   puoli	   vuotta	   onnistuneen	   häätöhoidon	   jälkeen	   otetussa	  seeruminäytteessä	   vasta-­‐ainepitoisuudet	   ovat	   useimmiten	   vielä	   yli	   viitearvojen.	  Arvojen	   voidaan	   kuitenkin	   osoittaa	   vähentyneen	   merkittävästi	   alkuperäisistä.	  Entsyymi-­‐immunologisiin	   menetelmiin	   perustuvat	   vasta-­‐ainetestit	   voivat	   löytää	  infektion	   silloinkin	   kun	   bakteerimäärä	   on	   pieni,	   eikä	   haponestolääkitys	   aiheuta	  vääriä	   negatiivisia	   tuloksia	   kuten	   muissa	   helikobakteeri-­‐infektion	  toteamismenetelmissä.	  (14)	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Helikobakteeriantigeeni	   on	   osoitettavissa	   ulosteesta.	   Ulosteantigeenitesti	   on	  luotettava	  vaihtoehto	  helikobakteeri-­‐infektion	  diagnostiikassa,	  ja	  sen	  spesifisyys	  ja	  sensitiivisyys	   ovat	   kotimaisissa	   tutkimuksissa	   olleet	   yli	   95%.	   Myös	  ulosteantigeenitestiä	   käytetään	   häätöhoidon	   onnistumisen	   seurannassa	  aikaisintaan	  neljän	  viikon	  kuluttua	  hoidosta.	  	  (14)	  	  
	  
2.6	  Helikobakteeri-­‐infektion	  hoito	  	  
Primaaripreventio	  	  
	  Koska	   helikobakteerin	   tartuntareitit	   tunnetaan	   huonosti,	   ei	   väestötasolla	  toistaiseksi	   ole	   mahdollisuuksia	   primaaripreventioon.	   Yksilötasolla	   on	   tärkeää	  muistaa,	   että	  bakteeria	  kantavan	  henkilön	  mahaneste	  on	   tartuttavaa	   joutuessaan	  infektoitumattoman	   henkilön	   mahalaukun	   limakalvolle.	   Huonosti	   puhdistetut	   ja	  desinfioidut	   gastroskoopit	   ja	   biopsiapihdit	   voivat	   siten	   levittää	   infektiota,	   kuten	  myös	  aiemmissa	  mahatutkimuksissa	  käytetyt	  letkut.	  (2)	  	  On	   myös	   otettava	   huomioon,	   että	   lapsen	   riski	   saada	   helikobakteeri-­‐infektio	   on	  lisääntynyt,	   jos	   vanhemmat,	   etenkin	   äiti,	   on	   helikobakteeripositiivinen.	  Helikobakteeri-­‐infektiota	   vastaan	   on	   jo	   useita	   vuosia	   kehitetty	   rokotetta,	   mutta	  toistaiseksi	  sellaista	  ei	  ole	  kliiniseen	  käyttöön	  saatavilla.	  (2)	  
	  
Sekundaaripreventio	  	  
	  Oireettoman	   väestön	   seulontaa	   ja	   hoitoa	   ei	   pidetä	   perusteltuna.	   Sen	   sijaan	  helikobakteeri-­‐infektion	   hoito,	   eli	   sekundaaripreventio,	   on	   perusteltua	   jo	  ilmaantuneiden	   komplikaatioiden	   yhteydessä	   ja	   suositeltavaa	   oireisten,	   ilman	  komplikaatioita	  selvinneiden	  potilaiden	  kohdalla.	  (2)	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Selvänä	  helikobakteerin	  hoidon	  aiheena	  pidetään	  maha-­‐	  tai	  pohjukaissuolihaavaa,	  johon	  liittyy	  helikobakteeri.	  Bakteerin	  häädön	  on	  osoitettu	  parantavan	  ulkustaudin	  ja	   estävän	   taudin	   uusiutumisen.	   Ylävatsavaivapotilaiden	   ensisijaiseksi	   hoidoksi	  suositellaan	  nykyään	  helikobakteerin	  seulomista	  ja	  positiivisten	  potilaiden	  hoitoa.	  (14)	   Muissa	   mahataudeissa,	   kuten	   toiminnallisessa	   dyspepsiassa	   ja	  refluksitaudissa,	   hoitokäytännöt	   eivät	   ole	   vielä	   vakiintuneet,	   koska	   hoidon	  hyödyllisyydestä	  ei	  ole	  tarpeeksi	  näyttöä	  (4).	  	  
Helikobakteerin	  häätö	  
	  Vaikka	  helikobakteeri	  on	  osoittautunut	  herkäksi	  usealle	  mikrobilääkkeelle	  	  in	  vitro,	  tarvitaan	   onnistuneeseen	   häätöhoitoon	   useamman	   lääkkeen	   yhdistelmää.	  Helikobakteerin	   häätöhoito	   on	   kokonaisuus,	   jossa	   ensimmäistä	   hoitokuuria	  valittaessa	   varaudutaan	   jo	   mahdolliseen	   toiseen	   hoitokuuriin.	   (2)	   Tavallisesti	  helikobakteeri-­‐infektion	   hoitoon	   käytetään	   kahden	   bakteerilääkkeen	   ja	  protonipumpun	   estäjän	   (PPI)	   yhdistelmää.	   Lääkkeiden	   valintaan	   vaikuttaa	  potilaan	   helikobakteerikannan	   herkkyysmääritys	   tai	   sen	   puuttuessa	   paikallinen	  herkkyystilanne.	   Suomessa	   n.	   40	   %	   helikobakteerikannoista	   on	   resistenttejä	  	  metronidatsolille	  ja	  n.	  2	  %	  klaritromysiinille,	  kun	  potilas	  ei	  ole	  saanut	  häätöhoitoa	  aiemmin.	   Epäonnistuessaan	   metronidatsoli-­‐	   tai	   klaritromysiinipohjainen	  häätöhoito	   johtaa	   lähes	   poikkeuksetta	   resistentin	   helikobakteerikannan	   syntyyn.	  (14)	  	  Ensisijaiseksi	  hoitovaihtoehdoksi	  suositellaan	  PPI:n	  (1	  annos	  ×	  2),	  amoksisilliinin	  (1	  g	  ×	  2)	   ja	  klaritromysiinin	  (500	  mg	  ×	  2)	  yhdistelmää	  viikon	  ajan	  tai	  vastaavasti	  ranitidiinivismuttisitraatin	   (400	   mg	   ×	   2),	   amoksisilliinin	   (1	   g	   ×	   2)	   ja	  klaritromysiinin	  (500	  mg	  ×	  2)	  kombinaatiota.	  Jos	  ensimmäinen	  hoito	  epäonnistuu,	  toissijaisena	   hoitona	   voidaan	   käyttää	   ranitidiinivismuttisitraattia	   (400	   mg	   ×	   2)	  yhdistettynä	   tetrasykliiniin	   (500	   mg	   ×	   4)	   ja	   metronidatsoliin	   (400	   mg	   ×	   3).	  Vaihtoehtoisena	   toissijaishoitoina	   voidaan	   myös	   käyttää	   PPI:n	   (1	   annos	   ×	   2),	  metronidatsolin	   (400	  mg	   ×	   3)	   ja	   klaritromysiinin	   (250	  mg	   ×	   2)	   yhdistelmää	   tai	  PPI:n	   (1	   annos	   ×	   2),	   levofloksasilliinin	   (250	  mg	   ×	   2)	   ja	   amoksisilliinin	   (1	   g	   ×	   2)	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kombinaatiota.	   (2)	   Penissilliiniyliherkille	   voidaan	   antaa	   PPI:n	   (1	   annos	   ×	   2)	   ja	  metronidatsolin	  (400	  mg	  ×	  3)	  tai	  klaritromysiinin	  (250	  mg	  ×	  2)/tetrasykliinin	  (500	  mg	  ×	  4)	  yhdistelmä.	  Metronidatsoli-­‐	  ja	  klaritromysiiniresistenttejä	  kantoja	  voidaan	  hoitaa	   PPI:n	   (2	   annos	   ×	   3),	   amoksisilliinin	   (1g	   ×	   3)	   tai	   PPI:n	   (1	   annos	   ×	   2),	  levofloksasiinin	   (250mg	   ×	   2)	   ja	   amoksisilliinin	   (1g	   ×	   2)	   avulla.	   Normaaleja	   PPI-­‐annoksia	   ovat	  20	  mg	  omepratsolia,	   20	  mg	  esomepratsolia,	   30	  mg	   lansopratsolia,	  40	  mg	  pantopratsolia	  tai	  20	  mg	  rabepratsolia.	  (14)	  	  	  Häätöhoidon	   kesto	   on	   yksi	   viikko,	   paitsi	   metronidatsoli-­‐	   ja	  klaritromysiiniresistenttejä	   kantoja	   häädettäessä,	   jolloin	   hoidon	   kesto	   on	   14	  vuorokautta.	   Helikobakteerin	   häädön	   onnistuminen	   on	   syytä	   kontrolloida	  aikaisintaan	   kuukauden	   kuluttua	   hoidon	   päättymisestä.	   Kahden	   epäonnistuneen	  häätöhoitoyrityksen	   jälkeen	   on	   tarpeellista	   tehdä	   resistenssitilan	   selvitys	  viljelynäytteen	   avulla.	   (14)	   Protonipumpun	   estäjän,	   amoksisilliinin	   ja	  klaritromysiinin	   yhdistelmällä	   helikobakteeri	   saadaan	   häädetyksi	   80–90	   %:lta	  potilaista	  (2).	  	  	  
3	  Aineisto	  	  Oman	   tutkimuksen	   aineistona	   toimi	   sattumanvaraisesti	   valituilta	   eri-­‐ikäisiltä	  vapaaehtoisilta	   koehenkilöiltä	   kerätyt	   sylkinäytteet.	   Näytteitä	   kerättiin	   40	  kappaletta	  joulukuun	  2010	  ja	  tammikuun	  2011	  aikana.	  	  	  Näytteenottoa	   varten	   tarvittiin	   muovisia	   korkillisia	   10	   ml	   testiputkia,	  parafiinipaloja	   läpipainopakkauksessa,	   kello	   ja	   vedenkestävä	   merkkaustussi.	  Näytteenottoa	   helpotti	   pienet	   muovisuppilot.	   Näytteiden	   kuljetukseen	   käytettiin	  kannellista	  styroksilaatikkoa,	  joka	  täytettiin	  jäämurskalla.	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Tutkimukseen	  suostuneille	  koehenkilöille	  kerrottiin	  ensin	   tutkielman	   tavoitteista	  ja	  motiiveista.	   Heille	   selvitettiin	  miksi	   sylkinäytteet	   kerätään,	  mitä	   niiden	   avulla	  	  tutkitaan	   ja	  mitä	   näytteille	   tullaan	   tekemään.	   Perustietojen	   lisäksi	   koehenkilöiltä	  kysyttiin	   mahdollisesta	   aiemmasta	   helikobakteeri-­‐infektiosta,	   mahahaavasta	   tai	  niihin	   liittyvistä	   mahdollisista	   oireista,	   kuten	   mahan	   polttelusta.	   Tämän	   jälkeen	  koehenkilöitä	  opastettiin	  näytteenkeräyksessä.	  	  	  Näytteet	   kerättiin	   käyttämättömiin,	   vedenkestävällä	   merkkaustussilla	   nimin	  varustettuihin	   testiputkiin.	   Näytteenantajia	   opastettiin	   pureskelemaan	  parafiinikapseli	   ensin	   yhtenäiseksi	   ”purukumiksi”,	   vasta	   sitten	   aloittamaan	  putkeen	   sylkeminen	   ja	   jatkamaan	   parafiinin	   pureskelua	   koko	   näytteenoton	   ajan.	  Osalle	   näytteenantajista	   tarjottiin	   mahdollisuus	   antaa	   sylkinäyte	   muovisuppilon	  avulla.	   Syljeneritysnopeus	   laskettiin	   näytteenoton	   aikana	   kerääntyneen	  sylkimäärän	  perusteella.	  Näytteenottoaika	  oli	  3	  minuuttia	  ja	  mitattiin	  kellon	  avulla.	  Testiputket	   kuljetettiin	   jäissä	   tutkimuslaboratorioon	   ja	   näytteet	   tutkittiin	   saman	  päivän	   aikana.	   Tämän	   jälkeen	   kaikista	   sylkinäytteistä	   pakastettiin	   (-­‐75°C)	   1	   ml	  jatkotutkimuksia	  varten.	  
	  	  
4	  Menetelmät	  	  	  Biohitin	   kehittämä	   Helicobacter	   pylori	   Quick	   Test	   -­‐kitti	   sisältää	   pikatestilevyjä	  helikobakteeri-­‐infektion	   diagnosoimiseen	   mahalaukun	   biopsianäytteistä.	  Helikobakteeri	   tuottaa	   ureaasia,	   joka	   hajottaa	   urean	   ammoniakiksi	   	   seuraavan	  reaktion	  mukaisesti:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  ureaasi	  (NH2)2CO	  	  +	  	  2	  H2O	  	  +	  	  H+	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  è   2	  NH4+ + HCO3-­‐	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  Kuva	  1.	  Helicobacter	  pylori	  Quick	  Test	  (1)	  	  	  Biopsianäyte	   asetetaan	   pikatestin	   geelilevylle	   ja	   punaisen	   värin	   kehittyminen	  testigeelissä	   osoittaa,	   että	   biopsiassa	   on	   ureaasientsyymiä,	   sillä	   ammoniakin	  aiheuttama	   pH:n	   muutos	   havaitaan	   geelin	   sisältämän	   indikaattorin	   värin	  muuttumisena	   keltaisesta	   punaiseksi.	   Värin	   kehittymiseen	   voi	   kulua	   2	   –	   30	  minuuttia,	  riippuen	  helikobakteerikolonisaation	  tiheydestä	  biopsianäytteessä.	  (1)	  	  	  
                                   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Kuva	  2.	  Pikatestin	  käyttö	  (19)	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Tässä	   tutkimuksessa	   levyjä	  oli	   säilytetty	  kitin	  ohjeiden	  mukaisesti	   jääkaapissa	  2-­‐8°C	   ja	   niiden	   oli	   annettu	   tasaantua	   huoneenlämmössä	   noin	   puoli	   tuntia	   ennen	  käyttöä	   (1).	   Levyjen	   päälitarrat	   avattiin	   ja	   saman	   päivän	   aikana	   kerätyistä	  sylkinäytteistä	  pipetoitiin	  20	  µl	   testilevyn	  geeliosalle.	  Geelilevyjen	  värinmuutosta	  seurattiin	   aina	   30	   minuuttiin	   asti.	   Ne	   levyt,	   joissa	   reagenssigeeli	   muuttui	  punertavaksi	  tai	  voimakkaan	  punaiseksi	  tulkittiin	  helikobakteeripositiivisiksi	  ja	  ne	  joissa	  värin	  muutosta	  ei	  tapahtunut	  todettiin	  negatiivisiksi.	  Kaikista	  sylkinäytteistä	  pakastettiin	  myös	  1	  ml	  jatkotutkimuksia	  varten.	  	  Sylkinäytteistä	   tutkittiin	   vertailun	   vuoksi	   helikobakteerin	   läsnäolo	   myös	   PCR-­‐menetelmän	   avulla,	   jotta	   pikatestien	   luotettavuutta	   sylkinäytteitä	   käyttäessä	  voitaisiin	   arvioida.	   Pakastettujen	   näytteiden	   annettiin	   ensin	   sulaa,	   jonka	   jälkeen	  niistä	   eristettiin	   DNA	   Zymo	   Research	   Fungal/Bacterial	   DNA	   MiniPrep™-­‐	   kitin	  avulla.	  Näytteiden	  eristetystä	  DNA	  :sta	  monistettiin	  PCR-­‐laitteella	  helikobakteerille	  	  ominaiset	   osat,	   ja	   käytettiin	   ne	   elektroforeesigeelin	   läpi	   helikobakteerin	   DNA-­‐markkerin	  kanssa,	  jotta	  voitiin	  määrittää	  mitkä	  näytteet	  sisälsivät	  helikobakteerin	  DNA:ta.	  	  Tutkimuksessa	  käytetyt	  alukkeet	  olivat	  5'TAA	  GAG	  ATC	  AGC	  CTA	  TGT	  CC	  ja	  5'TCC	  CCA	  CGC	  TTT	  AGC	  GCA	  AT.	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5	  Tulokset	  	  	  
Taulukko	  1.	  Tutkimuksen	  tulokset	  	   Helikobakteeripositiivisia	   Helikobakteerinegatiivisia	  
Pikatesti	   31	   9	  
PCR-­‐menetelmä	   1	   39	  	  	  Posiitivisiksi	  tulkittiin	  ne	  pikatestilevyt,	  joissa	  keltainen	  geeli	  muuttui	  voimakkaan	  punaiseksi	   tai	   punertavaksi.	   Ne	   geelilevyt,	   joilla	   värinmuutosta	   ei	   tapahtunut,	  tulkittiin	  negatiivisiksi.	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Kuva	   3.	   Geelielektroforeesin	   tulos.	   Positiiviset	   kontrollijuosteet	   näkyvät	  oikealla.	  Helikobakteripositiivinen	  juoste	  on	  merkitty	  nuolella.	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6	  Pohdinta	  	  	  Koska	   helikobakteeri	   on	   ainoa	   tunnettu	   ureaasia	   tuottava	   bakteeri	   joka	   esiintyy	  mahassa,	   ureaasiaktiivisuuteen	   perustuvat	   toteamismenetelmät	   ovat	   luotettavia	  gastrisia	   näytteitä	   tutkittaessa.	   Syljessä	   voi	   kuitenkin	   esiintyä	   myös	   muita	  ureaasipositiivisia	   bakteereja,	   kuten	   Streptococcus	   spp.,	   Haemophilus	   spp.,	   ja	  
Actinomyces	   spp.,	   joten	   olisi	   epäasiallista	   olettaa,	   että	   syljessä	   mahdollisesti	  esiintyvä	  ureaasiaktiivisuus	  olisi	  helikobakteerista	  johtuvaa	  (16).	  	  Tämä	  tutkimus	  tukee	  ajatusta,	  ettei	  syljestä	  voi	  ureaasipikatestin	  avulla	  määrittää	  helikobakteerin	   läsnäoloa.	   Biohitin	   kehittämillä	   pikatestilevyillä	   saatiin	   31	  ureaasipositiivista	   tulosta,	   mutta	   PCR-­‐menetelmä	   osoitti,	   että	   vain	   yhdessä	  näytteessä	   todella	   oli	   helikobakteereja.	   Useiden	   tutkimusten	   mukaan	   PCR-­‐menetelmällä	  saatuihin	  tuloksiin	  pitäisi	  kuitenkin	  niihinkin	  suhtautua	  varauksella,	  sillä	   menetelmä	   voi	   antaa	   sekä	   vääriä	   negatiivisia	   että	   positiivisia	   tuloksia.	  Menetelmä	  ei	  myöskään	  pysty	  erottamaan	  eläviä	  ja	  kuolleita	  organismeja.	  	  Syljessä	   ja	   mahalaukussa	   esiintyvän	   helikobakteerin	   välistä	   yhteyttä	   ei	   ole	  varmuudella	   pystytty	   näyttämään.	   Koska	   koehenkilöitä	   ei	   tässä	   tutkimuksessa	  testattu	   mahassa	   esiintyvien	   helikobakteerien	   suhteen,	   ei	   saatujen	   tulosten	  perusteella	   pystytä	   ottamaan	   kantaa	   mahdolliseen	   yhteyteen	   eikä	   siihen,	   voiko	  sylkinäytteitä	   käyttää	   helikobakteeri-­‐infektioiden	   diagnostiikassa.	   Saman	   aiheen	  parissa	   tehtävissä	   jatkotutkimuksissa	   pitäisi	   selvittää,	   onko	   suuontelossa	  esiintyvän	   helikobakteerin	   ja	   sen	   mahalaukussa	   esiintymisen	   välillä	   todellista	  suhdetta.	   Jos	   yhteyttä	   ei	   pystytä	   toteamaan,	   syljen	   merkitys	   helikobakteeri-­‐infektioiden	  diagnostiikassa	  jää	  kyseenalaiseksi.	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